DINAMICA DE FENILALANINA AMONIA-LIASE E PEROXIDASE EM FEIJAO-
CAUPI TRATADO COM ACIBENZOLAR-S-METIL
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Resumo - O aumento na atividade das enzimas fenilalanina amoénia-liase (FAL) e peroxidase tem
sido associado a respostas inespecificas de defesa vegetal. Objetivou-se com este trabalho verificar
aumento na atividade dessas enzimas em plantas de feijao-caupi [ Vigna unguiculata (L.) Walp.], cv.
Rouxinol, oriundas de sementes tratadas com acibenzolar-S-metil (ASM) e desafiadas por
Macrophomina phaseolina, agente causal da podridao cinzenta do caule. O experimento foi organizado
em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 4 x 9 (tratamentos versus tempo de
coleta) e trés repeticoes. Os tratamentos foram representados pelo indutor (ASM), indutor + patégeno
(ASM +MP), 4gua + patégeno (H,0+MP) e testemunha absoluta (H,0). Os tempos de coleta
foram: O, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas, apés a semeadura e inoculagcdo. Cada repeticao
foi representada por trés sementes/plantulas. A atividade da FAL foi aumentada pela aplicacao de
ASM, especialmente nas 60 horas apds a inoculacdo, sendo o mesmo verificado para peroxidase as
72 horas.
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PHENYLALANINE AMMONIA-LYASE AND PEROXIDASES DYNAMIC IN
COWPEA PLANTS TREATED WITH ACIBENZOLAR-S-METHYL

Abstract — Increase in the fenilalanine ammonia-lyase (FAL) and peroxidases activities has been
associated with general plant defenses mechanism. This work aimed to verify increases in the
activities of fenilalanine ammonia-lyase (FAL) and peroxidases enzymes in cowpea plants (Vigna
unguiculata (L.) Walp.), cv. Rouxinol, originated from treated seeds with acibenzolar-S-metil
(ASM) and challenged by Macrophomina phaseolina, causal agent of charcoal root disease of cowpea.
The experiment was set up in a randomized complete block design in split plot arrangement, with
three replicates. Treatments were assigned as factor A and time as factor B. The treatments were
represented by the acibenzolar-S-metil (ASM), ASM + pathogen (ASM + MP), water + pathogen
(H20 + MP) and control (water only). The samples were collected at zero, 12, 24, 36, 48, 60, 72,
84 and 96 hours after sowing and inoculation. Each replicates was represented by three seeds/
plantlets. The FAL activity was increased by the application of ASM, especially at 60 hours after
inoculation. The same was observed for the peroxidase activity at 72 hours after inoculation.
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Introducéao

O éster do acido benzo (1,2,3) tiadiazole-7-carbotidico (ASM) tem sido apontado como um
dos mais promissores indutores de resisténcia vegetal (Goérlach et al., 1996; Kunz et al., 1997),
sendo o primeiro produto comercial de uma nova geracao de protetores de plantas (Lyon & Newton,
1997). Jacobsen & Kiewnick (1998) observaram uma reducdo na severidade de mancha de
Cercospora em plantas de beterraba apds aplicacao foliar de ASM. Em pimentdao, o ASM mostrou-
se eficiente para induzir resisténcia a diversas bactérias, como Erwinia carotovora pv. carotovora,
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria e X. campestris pv. vesicatoria (Venancio et al., 2000).
Mais exemplos podem ser verificados em outros trabalhos, como os realizados por Anfoka (2000),
Cavalcanti (2000), Silva (2002) e Resende et al. (2002).

Em plantas de caupi inoculadas com Colletotrichum destructivum, o aumento da resisténcia
em plantulas induzidas por ASM foi associado com um répido e efetivo aumento na atividade de
duas enzimas-chave na via dos fenilpropandides (fenilalanina aménia-liase - FAL e chalcona isomerase
- CHI), que levou a um acelerado acumulo de substancias do grupo dos flavondides, kievitonas e
faseolidina (Latunde-Dada & Lucas, 2001).

No patossistema cacau-Verticilium dahliae, Cavalcanti (2000) e Resende et al. (2002)
observaram aumento na atividade da enzima peroxidase, destacando ser essa uma importante
alteracao fisiolégica no processo de resisténcia induzida, em resposta a pulverizacado de plantulas
de cacaueiro com ASM.

O presente trabalho objetivou investigar a dindmica das enzimas fenilalanina aménia-liase
(FAL) e peroxidase em plantas de feijao-caupi oriundas de sementes tratadas com ASM e desafiadas
por M. phaseolina.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica do Parasitismo e em casa
de vegetacdo do Setor de Fitopatologia da ESALQ/USP, em Piracicaba-SP.

As sementes de caupi, V. unguiculata cv. Rouxinol, foram obtidas na Embrapa Meio-Norte,
em Teresina, Pl. A aplicacdo do produto comercial a base de benzotiadiazole (ASM), formulagcéao
granulos dispersiveis a 50% (i.a.) foi realizada através da imersédo das sementes em solucdo aquosa,
ajustada a uma concentracao de 25 ppm (i.a.) durante 24 horas. Em seguida, foram semeadas em
vasos plasticos, com capacidade para cinco litros (12 sementes/vaso), nos quais foram colocados
quatro litros de substrato esterilizado.

Empregou-se, como inéculo, o isolado de M. phaseolina MP103, obtido de sementes de
feijao-caupi originarias do Estado do Piaui. O inéculo foi representado por cinco graos de arroz “em
casca” esterilizados e colonizados com o isolado fungico. A inoculacao foi realizada imediatamente
apds a semeadura e constou da deposicao direta do inéculo sobre as sementes, conforme metodologia
modificada de Abawi & Pastor-Corrales (1990).

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
4 x 9 (tratamentos versus tempo de coleta) e trés repeticoes. Os tratamentos foram representados
pelo indutor (ASM), indutor + patégeno (ASM + MP), agua + patégeno (H,O +MP) e testemunha
absoluta (HZO). Os tempos de coleta foram: zero, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas, apés a
semeadura e inoculacao. Cada repeticado foi representada por trés sementes/plantulas.

Imediatamente apds a semeadura e inoculacdo, iniciou-se a coleta das amostras para
determinacao do teor de proteinas totais e andlise da atividade das enzimas peroxidase e FAL. As
plantulas e sementes sem tegumento foram trituradas em pistilo e almofariz, em 10 mL da solucéao



extratora (tampédo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7, + 1 mg ditiotreitol (DTT) /mL de tampao),
resultando nas amostras diluidas que foram utilizadas em todas as determinacdes.

A atividade da peroxidase foi quantificada através da medida da absorbancia a 470 nm da
reacao de oxidacdo do guaiacol (Cortelazzo et al., 1996). Para FAL utilizou-se a metodologia de
Pascholati et al. (1986). O teor de proteinas totais das amostras foi quantificado conforme metodologia
de Bradford (1976).

Resultados e Discussao

Observou-se menor nivel de atividade da FAL nos tratamentos inoculados com M. phaseolina
(ASM +MP e MP), entre os tempos de O e 24 horas (Figura 1). Resultados semelhantes foram
destacados por Pascholati et al. (1986), para plantas de milho inoculadas com fungo incompativel.
Por outro lado, altos niveis de atividade da enzima foram observados nos tratamentos com ASM as
60 horas ap6s a inoculacdo. Esse padrao de alteracdo na atividade da FAL mostrou-se semelhante
ao observado no patossistema feijao-caupi-C. destructivum, em que a atividade da enzima mostrou-
se significativamente superior nas plantas induzidas com ASM, 18 h apés a inoculacao (Latunde-
Dada & Lucas, 2001).
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Figura 1. Atividade de FAL em sementes e plantulas de caupi cv.
Rouxinol tratadas com ASM e desafiadas por Macrophomina
phaseolina

Com relacao a enzima peroxidase, observou-se que sua atividade foi aumentando gradualmente,
intensificando-se a partir das 36 horas apds inoculacao de forma indistinta em todos os tratamentos.
Entretanto, maior atividade foi observada a partir das 72 e 84 horas, para os tratamentos ASM + MP
e ASM, respectivamente. (Figura 2). Esse rapido aumento se assemelha, conforme Floot et al.
(1997), as respostas tipicas de interacdes incompativeis. Alteracdes na atividade da peroxidase
tém sido observadas e descritas em plantas de tomate e algoddo (Smit & Dubery, 1997), meldo
(Buzi et al., 2004), cacaueiro (Cavalcanti, 2000; Resende et al., 2002), ervilha (Dann & Deverall,
2000), entre outros. No patossistema cacaueiro- Verticillium dahliae, Resende et al. (2002) observaram
aumento significativo na atividade da enzima, induzido pelo tratamento ASM isoladamente ou em
associacao com V. dahliae.
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Figura 2. Atividade de peroxidase em sementes e plantulas de
caupi cv. Rouxinol tratadas com ASM e desafiadas por
Macrophomina phaseolina.

Analisando-se os efeitos resultantes da atividade biolégica das enzimas FAL e peroxidase,
diversos estudos tém destacado aumento da sintese de lignina nos tecidos vegetais (Buchanan et
al., 2000; Oliveira et al., 2004), o que pode representar um aumento na capacidade de defesa de
plantas contra patégenos.

Conclusoes

O Acibenzolar-S-metil (ASM) usado como tratamento de semente afetou a dindmica das
enzimas fenilalanina amoénia-liase (FAL) e peroxidase.

Maior atividade da FAL foi verificada as 60 horas apds a inoculacao.

Maior atividade da peroxidase foi verificada as 72 horas apés a inoculacéao.
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